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摘 要 
癌症是威胁人类健康的因素之一，临床研究控制和治疗癌症最有效的方式是
实现早期的诊断和治疗。精准医学的发展就是早期诊断和实现个体化治疗，即在
正确的时间给病人提供正确的治疗。个体化医学正逐步成为生物医学研究领域的
热点，极大地推动临床合理用药和新药研发并有可能成为临床医学实践的典范。
而如何设计、制备肿瘤靶向性的诊疗一体化技术是实现个体化医学的关键技术之
一。基于传统医学影像技术与分子生物学多学科技术交叉融合产生的分子成像技
术，使基本的病理生理学过程中关键分子事件实现可视化，从而实现在分子水平
上无创实时观察肿瘤细胞的发生、发展与转移，有利于活体内肿瘤活动规律的掌
握，使肿瘤的早期诊断与治疗成为可能。此外，纳米生物技术的发展为实现对肿
瘤有效地诊断和治疗于一体提供了重要基础。 
肝细胞癌（Hepatocellular carcinoma，HCC）是全球最常见的恶性肿瘤之一，
它的发病率和死亡率逐年上升，严重威胁着人类的健康。大多数肝癌对化疗药物
有抗药性，而肝细胞癌的最基本特征是治疗后早期转移和复发。因此，迫切需要
一个有效地可靠的肿瘤标志物来预测肝癌的转移及预后指标，并基于分子水平对
肝癌进行治疗及实时监控。Glyphican-3（磷脂酰肌醇蛋白）是硫酸乙酰肝素糖蛋
白家族(heroransulfateproteoglycan, HSPG)的一员。研究发现，在原发性肝癌中无
论是 mRNA 水平还是蛋白质水平均呈高表达，而在其他肿瘤及良性肝病等中呈
低表达或不表达，对原发性肝癌的诊断具有较高的敏感性和特异性，可作为识别
HCC 特异性肿瘤标志物。通过定性或定量地检测 GPC3 的表达量，进一步了解
GPC3 的生理生化功能，可望实现通过调节改变 GPC3 而诊断和治疗肿瘤的目的，
因此设计一类高特异性、敏感性识别 GPC3 的探针尤为重要。多肽类分子探针具
有高亲和力、高特异性、血液清除快和组织穿透能力强等特点，且容易得到能在
较短时间内获得高对比度的肿瘤影像，并几乎不存在人体免疫反应。以此为理论
基础，我们设计了一个新特异性识别 GPC3 的靶向肽可促进肝癌的早期诊断进而
指导治疗。在本研究中我们以肝癌细胞（HepG2）为靶标，进行筛选得到了与其
亲和力为 735.2 ± 53.6 × 10-9 m 的多肽 GBP，在肿瘤小鼠模型经静脉注射研究靶
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向多肽分子探针，探讨该探针在识别肿瘤内 GPC3 的能力，从而研究 GPC3 靶向
多肽在肿瘤早期诊断中的可行性。结果发现，Cy5.5-GBP 在 HepG2 肿瘤中有较
高的肿瘤摄取（肿瘤/肌肉比值：6.49 ± 0.55）相比于阴性对照组即低表达 GPC3
的肿瘤 PC3 组（肿瘤/肌肉比值：1.15 ± 0.32）。同样通过荧光成像和 HCC 组织
学染色检测，我们证明了 GPC3 表现出巨大的潜力。进一步实验中，我们还将此
多肽偶联到四氧化三铁合金纳米颗粒表面实现了靶向成像指导下的肿瘤的光热
治疗，显示该类 GPC3 靶向诊疗一体化探针具有广阔的应用前景。 
关键词：GPC3；肝细胞癌；Fe3O4@Au 纳米粒子；靶向治疗 
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Abstract 
Cancer is one of the threats to human health. The early diagnosis and treatment of 
cancer is the most effective way to improve the clinical outcomes, and finally 
decrease the mortality of cancer patients. The development of precision medicine is to 
diagnose early and refine the individualized treatment in the near future, which is to 
provide the correct treatment to patients at the right time. Personalized medicine is 
becoming a hot topic in the field of biomedical research, and also may become a new 
model of clinical practice. How to design and prepare technologies that integrating of 
diagnostic and therapeutic function targeted tumor in one system is the key to realize 
the personalized medicine. Molecular imaging technology which integrates traditional 
medical imaging technology and molecular biology, makes the biological molecules 
and basic cellular processes to realize visualization, so as to realize the observation of 
the occurrence and development and metastasis of cancer cells at the cellular and 
molecular level, offering an improvement in the early cancer detection, accurate 
cancer staging and prognosis of cancer for better clinical treatment. In addition, the 
development of nanotechnology provides an important basis for the effective 
diagnosis and treatment of a variety of diseases. 
Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the most common malignant tumors in 
the world. Its morbidity and mortality are increasing year by year. Most of liver 
cancer is resistant to chemotherapeutic drugs, and one of the most basic features of 
HCC is easy to metastasis and recurrent after treatment. Therefore, it is very urgent to 
develop an effective and reliable tumor biomarker to predict the metastasis and 
prognosis of HCC. Glyphican-3 (phosphatidylinositol-3) is one of the members in 
heparan sulfate glycoprotein families (heroransulfateproteoglycan, HSPG). The earlier 
study demonstrated that the mRNA and protein levels of GPC3 protein was high 
expression in primary hepatocellular carcinoma, but was low or no expression in other 
tumor and benign liver disease. GPC3 protein could be used as a specific tumor 
biomarker in HCC because of the high sensitivity and specificity in the diagnosis of 
primary hepatocellular carcinoma. We reasoned that a novel peptide that specifically 
recognizes GPC3 would facilitate early detection of HCC and guide the cancer 
treatment strategy. In this study, phage display screening technology was utilized to 
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obtain GPC3 binding peptides using HCC cells (HepG2; GPC3 positive) and a 
peptide (named as GBP) with 735.2 ± 53.6 × 10-9 m affinity to GPC3 was successfully 
identified. The ability to target GPC3 in vivo was investigated by intravenous 
injection of GBP labeled with Cy5.5, into a HCC tumor-bearing mouse model. It was 
found that significant high tumor accumulation (tumor/muscle ratio: 6.49 ± 0.55) of 
Cy5.5-GBP in HepG2 tumors was observed compared with that of the low GPC3 
expressing control cancer cell line (PC3) (tumor/muscle ratio: 1.15 ± 0.32). Similarly, 
GBP showed great potential for HCC detection via fluorescent imaging and 
histological staining. Finally, we engineerd the peptide onto the surface of Fe3O4 
nanoparticles and demonstrated the functional nanoparticles as theranostics for the 
photothermal treatment of tumor under the guidance of the targeted imaging. 
Keywords: GPC3; Hepatocellular carcinoma (HCC); Fe3O4@Au nanoparticles; 
Targeted therapy 
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 1
绪 论 
肝细胞癌（HCC）是第六个最常见且第二个容易引起死亡的癌症，每年全世
界大概有五十万新病例，约 85%的病例来自发展中国家。肝癌患者生存率低，发
病率上升。在临床治疗中，肝癌患者的生存率仅为 10%左右，约为 5 年[1; 2]。临
床上一般采取西医的手术、放化疗与中药结合疗法，但由于 80%以上的原发性肝
癌患者同时伴随肝功能差和肝硬化的问题，因化疗药物易产生耐药性而对肿瘤的
选择性不高，许多患者不能耐受其严重不良反应，使抗肿瘤药物的临床应用受到
限制。介入的治疗方法易受到患者肝功能能、肿瘤大小及有无血管等因素的影响
而降低其治疗效果。放疗对肝癌有的治疗有一定的疗效，但因患者长期受到射线
的辐射，往往易损伤其他部位。手术治疗虽然是较为有效的方法，但是大多数肝
癌患者处于晚期，且肝癌具有易转移的特点，手术切除也并不一定能延长生命。
因此，能够进行早期发现、早期诊断是成功治疗肝癌的前提。在诊断的同时提高
药物在肿瘤部位的浓度，延长其作用时间，增强其对肿瘤的靶向性，减少对周围
器官组织的毒副作用，是目前肿瘤研究领域的重点。得益于纳米医学的迅速发展，
科学家们研发了各种各样的纳米药物，希望通过纳米颗粒控释药物，同时提高药
物在肿瘤部位的富集及延长体内的循环时间，显著提高了治疗效率，降低了药物
对人体的不良反应，为肝癌的治疗开辟了新的前景[3; 4]。随着医学影像学的发展，
使得肿瘤表面特异性生物标志物可视化成为可能，同时在这一基础上利用肿瘤表
面标志物与靶标之间的特异性识别功能而对肿瘤细胞达到特定靶向，纳米药物集
特性与靶向性于一体，不仅可显著提高药物靶向性,选择性的发挥抗肿瘤作用,
更有助于进一步开创肝癌化疗药物靶向治疗的新途径。 
1.1 分子影像技术 
分子影像学是一个新兴的研究领域，是在无创条件下，对活体动物或人体内
分子和细胞水平变化进行可视化观察，或更广泛地作为直接或间接监测和记录分
子的空间分布、生物过程、诊断或治疗应用的技术学科[5]。分子成像技术不仅是
传统医学影像技术如 CT、MRI、SPECT、PET、光声成像、光学成像和超声成
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像，更结合分子探针技术和现代分析检测仪器，整合生物，化学，光学，数据处
理，纳米技术，图像处理等学科和技术，对病理或生理过程的重要分子进行实时
监测和非侵入性成像，在活体上实时观察药物的分布或治疗效果，我们希望通过
细胞成像，在疾病出现临床症状之前，可以在细胞或分子水平观察细胞的生理和
病理变化，以便从分子水平对疾病进行早期诊断以及个体化分子治疗[6-9]。分子
影像技术可以在一个活体上通过纵向研究提供全身的信息，减少了工作量和加快
药物研发过程，提供更准确的诊断结果，促进癌症患者分层的病变检测和评估个
体化抗癌治疗和剂量的准确性。 
分子影像是分子医学的重要组成部分，近几十年来，它得到了迅速发展，在
现代诊断中发挥了重要作用[10; 11]。随着各种影像学技术的进步，临床上对活体的
诊断水平达到了前所未有的高度，并促使了外科手术技术的成熟，以及各种局部
治疗等非手术方法（如介入、免疫治疗、基因治疗）的发展[12-14]。 
1.1.1 光学成像 
光学成像技术，特别是近红外荧光（NIRF）成像是对疾病部位的分子进行
无创成像的重要技术。近红外成像在 700-900 nm 的波长范围内使用，因为在这
一波段水和生物分子本身的吸收和荧光光谱是最小的，可以使光子在组织内部有
最小的光散射效率和最大的穿透力。与放射性同位素的 PET 或 SPECT 显像相比，
光学成像技术不需要使用电离辐射或放射性材料，是安全无辐射的，成本相对较
低，且易于使用。此外，光学成像还具有以下的优点：1：利用具有不同光谱激
发和发射的荧光基团（如 Cy5.5，ICG，IR700 等）进行成像，而且还能利用这
些基团高的量子产率及组织穿透性的特性在动物体内监测多个信号；2：不需要
底物被酶修饰后才释放光子；3：特定分子的荧光信号可以在体内体外同时进行
检测[15; 16]。近红外荧光成像技术的发展主要是靶向探针和智能探针的合成，并应
用于不同疾病的实验研究，主要关注肿瘤、炎症、心血管疾病的早期诊断和疗效
的动态监测，从分子水平上对疾病的发展和预后提供信息[17-19]。Jong Seung Kim
等人合成 β-半乳糖苷酶为配体的靶向荧光探针在体内刺激肝细胞成像 [20]。
Jae-Young Lee 等人利用具有两亲性的透明质酸（HA）作为模板，在上面链接三
碘苯甲酸作为疏水残基以及荧光染料 Cy5.5，在其自组装形成纳米颗粒后，再装
载 DOX，构建成一个具有光学成像指导下能进行肿瘤靶向的药物递送的体系。
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通过 HA 与受体 CD44 分子的特异性识别，提高药物在肿瘤部位的富集，增强治
疗效果[21] （图 1.1）。 
 
 
图 1.1 基于透明质酸/阿霉素纳米颗粒设计的肿瘤靶向探针[21]  
Fig. 1.1 Schematic illustration of tumor targeting and imaging capabilities of 
HA-TIBA/DOX nanoassembly 
1.1.2 光声成像 
生物医学光声成像的成像方式，是对来自组织和其他物体的光学吸收特性的
对比度进行成像[22; 23]。通过检测由脉冲激光照射引起的能量吸收产生的光声信号
进行成像。由于生理和病理变化经常改变组织的组成及其相关光吸收，接收到的
光声信号的幅度可以揭示不同活体组织的特性[24]。由于图像对比度是从光学吸收
特性获得，成像可以在组织中进行内源性或外源性对比。体内光声成像已被用来
监测肿瘤的血管生成[25]，血氧合量[26]，脑功能定位，还有黑色素皮肤瘤[27]。波
长在 1100 nm 以上时，其它组织成分如脂质的光吸收等可能占主导地位，这有助
于进行其他类型组织成像。为了进一步提高光声对比度，各种外源性造影剂被引
入特定目标区域。这些造影剂包括使用染料，纳米粒子或其他靶向病变细胞表面
不同受体的探针。Hideo Saji 等人用吲哚菁绿连接到肌氨酸上进行肿瘤血管的光
声造影成像[28]。金纳米材料在近红外区域具有良好的吸收/散射率[29]。通过在金
纳米星的表面连接一些多功能分子，例如配体和抗体。对环状精氨酸-甘氨酸-天
冬氨酸（RGD）进行表面改性，增强肿瘤细胞在 αvβ3 受体的亲和力，此纳米材
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